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Dünnschichtchromatographischer Nachweis
von Prednisolon-21-Hemisuccinat-Natrium und seiner Metaboliten
Von F. WEIST, L. ZICHA und CH. SCHÖTTNER
Aus der Medizinischen Universitätsklinik Erlangen (ehem. Direktor: Prof. Dr. Dr. h. c. N. Henning) und dem Städtischen
Krankenhaus Pegnit^ (Chefarzt: OMR Dr. W. Mauelshagen)
(Eingegangen am 30. Juli 1966)
Es wird über die Variation einer dünnschichtchromatographischen Methode zur Auftrennung und zum semiquantitativen Nachweis
eines Steroidgemisches von Prednisolon, Prednisolon-21-hemisuccinat-Natrium und Prednisolon-Acetat berichtet. Die Art der Methode
gestattet es, zu einem quantitativen Bestimmungsverfahren ausgebaut zu werden.
A modified, thin layer Chromatographie separation and semi-quantitative detection is reported for a steroid mixture, consisting of predni-
solone, sodium prednisolone-21-hemisuccinate and prednisolone acetate. This type of method can be converted into a quantitative de-
termination.
Bei der Bearbeitung von zahlreichen Problemen des
Stoffwechsels synthetischer Glucocorticoidderivate hat
sich die Dünnschichtchromatographie bestens bewährt
(l—4). Zwar wurde dieses spezielle Gebiet von uns
früher bereits bearbeitet (2, 4), doch konnten wir nun
durch Änderung der Versuchsbedingungen eine welter-
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Chloroform : Mithanoi = 87 : 13
Chloroform : Methanol : Eisessig = 90 : 10:2






1. Fließmittel: Methanol : Tetrachlorkohlenstoff = 15:85




































A n f ä r b u n g
Trocknung
10 Min. bei 100°





















*) Lsg. I: 8 g Kaliumiodid und 4 g Jod gelöst in etwa 65 ml 90-proz. Methanol; Lsg. II: 38-proz. Salzsäure: Methanol
mit 2 Tin. Lsg. I I gemischt, filtriert und als Sprühreagenz verwendet.
2:3; l Tl. Lsg. I wird
gehende Differenzierung einzelner dünnschichtchroma-
tographisch nachweisbarer Stoffwechselprodukte er-
zielen. Die Verwendung einer Kombination verschiede-
ner Fließmittelsysteme erlaubte schließlich die pharmako-
chemische Prüfung der Fragestellung, warum trotz
Applikation höchster Glucocorticoid-Dosen manche
Patienten keine Nebenwirkungen im Sinne des Cushing-
Syndroms aufweisen. Es hat sich hierbei gezeigt, daß
dies nicht zuletzt eine Frage der unterschiedlichen
Metabolisierung von synthetischen Steroiden ist (6, 7).
Im Rahmen dieser methodischen Arbeit soll einer-serni-
quantitative Bestimmungsmethode für Prednisolon<-21-
hemisuccinat-Natrium1) bzw. dessen Metaboliten be-.
schrieben werden, die sich auch für die quantitative
Bestimmung dieser Substanzen eignet.
Methodik und Ergebnisse
Wie bei früheren Untersuchungen arbeiteten wir auch
hier nach der Originalmethode von STAHL (3, 5). Es
kamen 20 X 20 cm DC-Platten, beschichtet mit Kiesel-
gel G in einer Dicke von ungefähr 250 zur Anwendung.
Die Laufstrecke betrug 15 cm. Es wurden je ein Teil
Urin, Duodenalflüssigkeit und Serum mit 3 Teilen 1,2-
Dichloräthan 10 Min. geschüttelt, die beiden Phasen im
Scheidetrichter getrennt und dieser Vorgang in gleicher
Weise noch zweimal wiederholt. Die gesammelten
Extraktmengen wurden bei 40° im Vakuum zur Trocke-
ne eingeengt. Auf eine vorherige Reinigung des Ex-
traktes, etwa durch Ausschütteln mit O,!N NaOH,
konnte zumindest bei der Urinextraktion verzichtet
werden. Der trockene Rückstand wurde in 0,5 m/
Chloroform gelöst.
Gegenüber der früher geübten Extraktionsmethöde mit Chloro-
form, Diäthyläther oder Butanol konnte durch Verwendung von
1,2-Dichloräthan die quantitative Ausbeute wesentlich verbessert
!) „Solu-Decortin-H" der Fa. E. Merck AG., Darmstadt.
werden. Außerdem war bei Verwendung von 1,2-Dichloräthan die
Neigung 2ur Emulsionsbildung weniger stark ausgeprägt als bei
Chloroform. Schließlich ließ sich auch der zeitliche Aufwand bei
der Vakuumeinengung, insbesondere gegenüber dem Butanol-
extrakt, stark reduzieren. Bei Diäthyläther als Extraktionsmittel
wären die Verhältnisse in dieser Hinsicht zwar noch günstiger, doch
ist die Phasentrennung mit Hilfe des Scheidetrichters umständlicher,
da die spezifische Dichte von Diäthyläther kleiner als die von bio-
logischen Flüssigkeiten ist. Es muß allerdings bemerkt werden, daß
die Wiedergewinnungsrate für manche Metaboliten im Diäthyl-
ätherextrakt günstiger war, jedoch wurden auch vermehrt störende
Begleitstoffe im Extrakt aufgenommen.
Neben den Reinsubstanzen Prednisolon-C21-OH, Pred-
nisolon-21-hemisuccinat-Natrium und Prednisolon-C21-
acetat2) wurden die Extrakte in steigender Menge mittels
Blutzuckerpipetten auf DC-Platten aufgetragen. Die
Trennung erfolgte bei aufsteigender Technik in ge-
sättigter Atmosphäre, die semiquantitative Auswertung
nach Anfärbung im sichtbaren und filtrierten UV-Licht
(3).
Von einer größeren Anzahl von Fließmittelgemischen
erwiesen sich die in Tabelle l zusammengestellten als
brauchbar. Das Fließmittel F fand bevorzugt Anwen-
dung. Die Farbreaktion erfolgte mit Cer(IV)-sulfat-
Schwefelsäure-Reagenz (8), das gewisse Vorteile gegen-
über anderen Farbreagenzien besitzt. So können im fil-
trierten UV-Licht bei 365 noch unter 0,1 § der
Prednisolonverbindungen als Reinsubstanz nachge-
wiesen werden. Die Anfärbung der Fraktionen bei
Verwendung verschiedener Farbreagenzien sind der
Tabelle 2, die Zeitabhängigkeit der Harnkonzentration
der einzelnen Substanzen ist der Abbildung l zu ent-
nehmen. Das Chromatogramm der Abbildung 2 zeigt
die Auftrennung einzelner Extrakte von fraktioniert ge-
sammeltem Urin sowie die 3 Reinsubstanzen Predniso-
lon-C21-OH, Prednisolon-C23-acetat und Prednisolon-21-
hemisuccinat-Natrium.
2) Wir dankender Fa. E. Merck AG. für die freundliche Überlassung
von Reinsubstanzen.
Z. klin. Chem. u. klin. Biochem./5. Jahrg. 1967/Heft 4









. x \21-hemisuccinot-Natrium Metabolit :Rr-O.H* x r ^





Ausscheidung von Prednisolon-21-hemisuccinat-Natrium und
seiner Metaboliten im Harn nach intravenöser Applikation
Diskussion
Gegenüber den früher angewandten dünnschichtchro-
matographischen Trennungs- und Nachweisverfahren
ergaben sich einige wesentliche Verbesserungen. So hat
1,2-Dichloräthan als Extraktionsmittel gegenüber Chlo-
roform nicht allein den Vorteil, daß die •Wiedergewin-
nungsrate für die untersuchten Substanzen verbessert
werden konnte, sondern es ließ sich auch der zeitliche
Aufwand bei der Extraktion wesentlich verringern.
Durch die Wahl der Cer(IV)-sulfat-Schwefelsäure-An-
färbung war auch gesichert, daß die DC-Platten bei
konstantbleibender Intensität der Farbreaktion über
Monate aufbewahrt werden können, was wegen der
hygroskopischen Reaktion nach einer Phosphorsäure-
behandlung der DC-Platten nicht möglich ist. Der we-
sentliche Fortschritt des nun angewandten Fließmittels
besteht darin," daß auch für Prednisolon-21-hemi-
succinat-Natrium ein günstiger TÜ^-Wert erzielt und die
3 in Frage kommenden Substanzen weiter voneinander
getrennt werden konnten. Bei dem Fließmittelsystem C
lagen die ÄF-Werte der einzelnen Substanzen zwar noch
günstiger als bei dem System F, doch war ihre Abgren-
zung gegenüber Fraktionen, die normalerweise im Urin









Spalte 1: 30//g Prednisolon-C21-OH
Spalte 2: 30 */g Prednisolon-Cal-acetat
Spalte 3: 30 % Prednisolon-21-hemisuccinat-Natrium
Spalte 4: Urinleerwertextrakt
Spalte 5:. IQ g der drei o. g. Pred.-Verbindg.
Spalte 6: Urinleerwertextrakt + 30 /*g der drei o. g. Pred.-Verbindg.
Spalte 7: Urinextrakt (Sammelportion 1. Std.)
Spalte 8: 30 der drei o. g. Pred.-Verbindg.
Spalte 9: Urinextrakt (Sammelportion 2. Std.)
Spalte 10: 50 der drei o. g. Pred.-Verbindg.
Spalte 11: Urinextrakt (Sammelportion 3. Std.)
Spalte 12: 100 der drei o. g. Pred.-Verbindg.
In der Sarnmelportion der l. Std. (Spalte 7) sind von unten nach oben:
der Metabolit I; eine auch im Leerwert vorkommende Fraktion;
Prednisolon-C21-OH; Prednisolon-21-4iemisuccinat-Natrium; einige
auch im Leerwert vorkommende Komponenten und der Metabolit II
zu erkennen.
In der Sammelportion der 2. und 3. Std. (Spalte 9 und 11) nimmt
die Konzentration des Metabolit I, des Prednisolon-Cn-OH sowie des
Metabolit II zu, während Prednisolon-21-hemisuccinat-Natrium in
der 3. Std. nur noch in äußerst geringer Konzentration nachzuweisen
ist. (Vgl. auch Abb. 1.)
Mit dieser Methode gelang es, bei Patienten, die Pred-
nisolon-214iemisuccinat-Natrium in einer Dosierung bis
100 mg i. v. appliziert bekamen, sowohl dir injizierte
Substanz, den C21-freien-Alkohol, als auch 6 weitere,
im Leerwert nicht auftretende Fraktionen, nachzuweisen.
Eine dieser Fraktionen verhält sich in der Anfärbung
und nach den ÄF-Werten wie das C21-Acetat des Pred-
nisolons. Bei Anwendung einer entsprechenden Farb-
reaktion ist es schließlich möglich, nach Abkratzen der
verschiedenen Substanzen und Eluierung aus dem Kie-
selgel, diese photometrisch zu bestimmen.
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